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摘 要 
阿尔茨海默症（AD）发病机制的核心是具有神经毒性的淀粉样蛋白（Aβ）
在大脑中的过度堆积。Aβ 是由淀粉样蛋白前体蛋白（APP）经过 β-分泌酶（β- 
secretase 或 BACE1）和 γ-分泌酶（γ-secretase）的顺序切割加工而成。CUTA
是CutA二价阳离子耐受蛋白，参与调控乙酰胆碱酯酶在细胞内的聚合和转运。
本实验室的前期研究发现 CUTA 和 BACE1 相互作用，并调节 BACE1 在细胞中
的定位以及 Aβ 的生成。为了在体内研究 CUTA 的作用，本实验室构建了 Cuta
基因敲除的小鼠模型，并在前期研究中发现 3 月龄的基因敲除小鼠没有行为学
表型变化。由于 AD 的发病与年龄密切相关，因此在本论文中，我们对中年（6-8
月龄）小鼠按性别分组进行了行为学实验以及蛋白水平的研究。在强迫游泳实
验中发现 Cuta 基因缺失会增加雄鼠的抗抑郁能力；在条件惊恐实验中 Cuta 基
因缺失会损害雄鼠的线索记忆和雌鼠的情景记忆；在新物体识别实验中 Cuta
基因缺失同样会损害雌鼠的记忆。此外，我们发现Cuta基因缺失会增加BACE1、
NR2A 和 AChE 的 50/55KDa 片段的蛋白水平，但不影响小鼠各组织中的铜离
子水平。我们的研究表明 Cuta 基因缺失在中年时期开始造成小鼠不同记忆的损
害，并且这种损害可能与性别具有一定相关性。这些结果为进一步确定 CUTA
在 AD 疾病中的作用奠定了基础。 
关键词：CUTA；AD；Aβ；AChE；BACE1；铜 
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Abstract 
Accumulation of the β-amyloid peptide (Aβ) in the brain is a major pathologic 
feature of Alzheimer’s disease (AD). Aβ is generated from β-amyloid precursor 
protein (APP) through sequential cleavages by -secretase (BACE1) and -secretase, 
which control the production of Aβ. The Cuta divalent cation tolerance protein 
(CUTA) plays a role in oligomerization and secretion of acetylcholinesterase 
(AChE). We previously found that CUTA can regulate the localization of BACE1 
and thus Aβ generation through interacting with the membrane domain of BACE1. 
To study the role of CUTA in vivo, we constructed a Cuta knockout mouse model. In 
previous studies, we found that CUTA deficiency caused no behavioral change in 
3-month-old mice. Since AD incidence is closely associated with aging, herein we 
studied behaviors in middle-aged (6-8 month old) Cuta knockout mice. Our results 
showed that Cuta deficiency rendered male mice more resistant to depressive-like 
behavior in forced swim test, impaired cued memory in male mice and contextual 
memory in female mice in fear conditioning test, and impaired memory in female 
mice in novel object recognition test. In addition, Cuta deficiency increased protein 
levels of BACE1, NR2A and the AChE 50/55KDa fragments in the brain but did not 
affect copper levels in different mouse tissues. Together, these results suggest that 
Cuta deficiency starts to impair different memory at middle age and such 
impairments may be associated with sex difference, providing a direction for further 
elucidating the role of CUTA in AD pathology. 
Key words: CUTA; AD; Aβ; AChE; BACE1; copper 
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英文缩略词 
英文缩写 英文全名 中文名称 
AChE Acetylcholinesterase 乙酰胆碱酯酶 
AD Alzheimer disease 阿尔茨海默症 
ADAM A disintegrin and metalloproteinase 金属蛋白酶 
AICD APP intracellular domain APP 胞内段 
APLP1 APP-like proten 1 APP 样蛋白 1 
APLP2 APP-like proten 2 APP 样蛋白 2 
APP β-amyloid precursor protein 淀粉样蛋白前体蛋白 
Aβ β-amyloid β 淀粉样斑 
BACE1 β-site APP cleaving eazyme 1 APP β 位点切割酶 1 
CDK-5 Cyclin-dependent kinase-5 
细胞周期依赖性蛋白
激酶-5 
CHT Choline transport protein 胆碱运输蛋白 
CK1 Casein kinase 1 酪蛋白激酶 1 
CTF C-terminal fragment C-末端片段 
CuBD Cu binding domain 铜离子结合结构域 
CutA Copper tolerance A 铜离子耐受蛋白 A 
CUTA CutA divalent cation tolerance homolog 
Cut 二价阳离子耐受
蛋白同源物 
DS Down syndrome 唐氏综合症 
EGF Epidermal growth factor 表皮生长因子 
EOAD Early-onset AD 早发性 AD 
ER Endoplasmic reticulum 内质网 
ERK Extracellular signal-regulated kinase 细胞外信号调节激酶 
FAD Familial AD 家族性遗传性 AD 
GSK-3 Glycogen synthase-3 糖原合成酶-3 
ICP-MS 
Inductively coupled plasma mass 
spectrometry 
电感耦合等离子体质
谱 
KPI Kunitz protease inhibitor 蛋白酶抑制剂 
LOAD Late-onset AD 晚发性 AD 
LRP-1 
Low-density lipoprotein receptor-related 
protein 1 
低密度脂蛋白受体相
关蛋白 1 
LTP Long-term potentiation 长时程增强 
MAP Microtubulin associated protein 微管相关蛋白 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
丝裂原激活的蛋白激
酶/MAP 激酶 
NCT Nicastrin γ-分泌酶组分 
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NFT Neurofibrillary tangles 神经纤维缠结 
NGF Nerve growth factor 神经生长因子 
NMDA  N-methyl-D-aspartate N-甲基-D-天冬氨酸 
PARP Poly-ADP-ribose polymerase 
聚腺苷二磷酸 -核糖
聚合酶 
PAS Peripheral anionic binding site 外围阴离子结合位点 
PEN-2 Presenilin enhancer-2 早老素增强子 2 
PHF Paired helical filament 双股螺旋丝样蛋白 
PI3K Phosphatidyl inositol 3-kinase 磷酸肌醇 3 磷酸激酶 
PKA Cyclic AMP-dependent protein kinase 蛋白激酶 A 
PRiMA Proline- rich membrane anchor protein 
脯氨酸富集膜锚定蛋
白 
PS Presenilin 早老素 
ROS Reactive oxygen species 活性氧 
SAD Sporadic AD 散发性 AD 
sAPPα α-site cleaving soluble APP N-terminus 
APP的 α切割N-末端
片段 
sAPPβ β-site cleaving soluble APP N-terminus 
APP的 β切割N-末端
片段 
SOD Superoxide dismutase 超氧化物歧化酶 
SP Senile plaques 老年斑 
TACE 
Tumor necrosis factor-α converting 
enzyme 
肿瘤坏死因子-α 转换
酶 
TGFα Tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子 α 
TGN Trans-Golgi-network 高尔基体反面网络 
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第一章 前言 
1.1 阿尔茨海默症 
1.1.1 阿尔茨海默症的概述 
阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease，AD）是一种典型的神经退行性疾病，
其临床表现为认知功能障碍和短时程记忆（Short-term memory， STM）损害[1]。
AD是德国神经病理学医生 Alois Alzheimer 在 1906 年第一次鉴定提出并描述其
病理特征[2]，是最常见的一种痴呆性疾病，占所有痴呆病的 50%以上[1]。目前
为止，世界上已经有超过 2000 万人受到 AD 的影响，并且以每年 500 万人的速
度增长[1]。目前 AD 已经成为危害人类健康的主要杀手之一。AD 是进程性的、
时间依赖性的神经疾病，其发病几率随着年龄的升高而升高。据统计，65 岁以
上的人有 10%的几率患有 AD，而 85 岁以上的人群中有 50%以上的人患有 AD[3]。 
AD 被分为早发性 AD（Early-onset AD, EOAD）和晚发性 AD（Late-onset AD， 
LOAD）两种类型。早发性 AD 是指 AD 患者年龄在 30 岁到 65 岁之间，其发
病率仅有 1%到 6%[1]。而晚发性 AD 是指 AD 患者年龄超过 65 岁，是最主要的
类型。AD 也可分为家族性 AD（Familial Alzheimer disease， FAD）和散发性
AD（Sporadic Alzheimer disease，SAD）。其中家族性 AD 约占 5%，由特异性
基因突变引起。而散发性 AD 约占 95%，多数属于晚发性 AD，没有特异的遗
传病原学背景。 
AD 患者会随着病情的加剧出现语言障碍、情绪失控以及行为上的障碍，
并且逐渐地出现机体功能障碍，最终导致死亡。虽然现在有些药物可以暂时缓
解 AD，但是目前还缺少有效的治疗方法。世界各国每年都会投入大量的人力
财力用于研究 AD。在我国，随着人口老龄化速度的加快，AD 患者在总人口中
所占的比例也逐年增加。在 21 世纪，对 AD 的预防和治疗仍然是巨大的挑战。
AD 对家庭和社会都造成严重的威胁，因此无论从病人本身还是从家庭和国家
的发展来说，研究 AD 的发病机制和治疗方法有着深远的意义。 
1.1.2 AD 的病理学特征 
    Alois Alzheimer 通过对 AD 患者的脑进行解剖研究，发现其脑部萎缩，出
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现大量空室，脑切片经过染色后出现大量的神经纤维缠结（Neurofibrillary 
tangles，NFTs）和老年斑（Senile Plaques，SP）[4]（如图 1.1 所示）。随后越
来越多的人对 AD 进行研究，并一致认为老年斑和神经纤维缠结是 AD 的两大
病理学特征。 
老年斑的主要成分是 β-淀粉样蛋白（β-Amyloid，Aβ），其周围有少量的
铜、锌等金属离子[5]。Aβ 是一个肽段，有 36-43 个氨基酸，呈 β 折叠结构，故
称淀粉样蛋白。Aβ 主要有 Aβ40 和 Aβ42 两种类型。其中 Aβ40 约占 90%，疏
水性较差，易溶解，是主要的 Aβ 类型，主要存在于脑脊液、脑间隙液和血浆
中[3]。Aβ42 约占总量的 10%，疏水性强，易聚集，是淀粉样斑的主要组成部分
[6]。目前为止 Aβ 的正常生理功能尚不清楚，在缺少 Aβ 的动物模型中，并未发
现明显的表型[7]。Aβ 是由淀粉样蛋白前体蛋白（Amyloid precursor protein，APP）
的切割产生，这个过程是由 β-分泌酶（β-secretase）和 γ-分泌酶（γ-secretase）
共同完成。APP 经过 β-分泌酶和 γ-分泌酶切割后主要产生 Aβ40 和 Aβ42[8]。Aβ
的清除主要是通过低密度脂蛋白受体相关蛋白-1（Low density lipoprotein 
receptor-related protein-1， LRP-1）介导的血脑屏障途径和星形胶质细胞吞噬清
除途径[9,10]。在正常情况下，Aβ 的产生和清除处于动态平衡；在病理状态下，
这个平衡被破坏。过多的 Aβ 一方面会加快自身聚集产生老年斑，另一方面 Aβ
会产生神经毒性，使机体发生炎症反应、诱导神经元凋亡，最终导致神经系统
受损和脑血管损伤[3]。 
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图 1.1 阿尔茨海默症的病理特征 
Fig. 1.1 Pathology of Alzheimer’s disease 
注：图 1.1 为阿尔茨海默症患者脑切片，A：淀粉样斑银染图。B：神经纤维缠结银染图。
C：Aβ 免疫荧光图，红色为 Aβ，绿色为小胶质细胞。 
引自 O'Brien R J, et al. Annu Rev Neurosci 2011. 
 
神经纤维缠结作为 AD 的另一大病理特征，是近年来的研究热点。神经纤
维缠结的主要成分是过度磷酸化的 Tau 蛋白聚集成的双股螺旋纤维（Paired 
helical filament，PHF）。Tau 蛋白是一种微管相关蛋白，协助微管蛋白行使功
能，在微管的组装、细胞内运输和维持骨架形态上发挥重要作用。人源 Tau 蛋
白是由 17 号染色体上的 MAPT 基因编码，经过选择性剪接形成 6 种异构体（图
1.3）[11]。Tau 蛋白主要表达在中枢神经系统的神经元中，在星形胶质细胞和少
突细胞中少量表达[12]。Tau 蛋白作为微管相关蛋白，在维持神经元的结构和功
能上有重要作用，主要作用于神经元的轴突上[13]。而 Tau 蛋白的异常积累、磷
酸化和折叠会导致 AD 等神经疾病[14]。目前发现 Tau 的磷酸化位点约 80 个，
主要是苏氨酸和丝氨酸残基被磷酸化[15]。Tau 的磷酸化是其发挥功能所必须的，
但过度磷酸化会导致 Tau 蛋白自我组装成神经纤维，最终导致神经退行性疾病
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[16]。过度磷酸化的 Tau 在 AD 的发生过程中发挥着重要的作用。Tau 的磷酸化
发生在AD的早期，并且神经纤维缠结的数量和AD的患病程度是正相关的[17]。
目前发现可磷酸化 Tau 蛋白的激酶有糖原合成激酶 3（Glycogen synthase-3，
GSK-3）、细胞周期依赖性激酶 5（Cyclin-dependent kinase-5，CDK5）、酪蛋
白激酶 1（Casein kinase 1，CK1）和环腺苷酸单磷酸依赖蛋白激酶（Cyclic AMP- 
dependent protein kinase，PKA）等[18]。过度磷酸化的 Tau 蛋白不仅自身与微管
蛋白的结合力下降，而且会阻碍其他的微管相关蛋白与微管结合，进而影响神
经元的骨架，造成神经元的死亡[19]。而参与 Tau 去磷酸化的酶主要有蛋白磷酸
酶 1(Protein phosphatase 1， PP1)和蛋白磷酸酶 2A(Protein phosphatase 2A，
PP2A)，这些酶决定了 Tau 的磷酸化水平，同时也决定了 Tau 蛋白的功能是否
正常[16,20,21]。 
1.2 AD 的发病机制 
1.2.1 Aβ 级联假说 
目前一致认为细胞外的淀粉样斑堆积和细胞内的神经纤维缠结是 AD 的两
大病理学特征。但是 AD 的发病机制目前还不清楚。在这两个病理学特征研究
的基础上，研究者提出了几种假说，包括 Aβ 级联假说、神经元细胞骨架变性
假说、氧化应激假说等[22]。其中 Aβ 级联假说和神经元细胞骨架变性假说占主
要地位[22]。 
在过去的 20 年里 Aβ 级联假说渐渐地被大部分人接受[23]。Aβ 级联假说认
为：Aβ 的积累以及沉积会导致一系列的神经退行性病变（图 1.2）[22]。Aβ 级
联假说强调 AD 的起始因子是 Aβ 的积累，AD 的其他表型都是由 Aβ 的积累引
起的[24]。Aβ 是由 APP 经过 β-分泌酶和 γ-分泌酶顺序切割产生，这些基因的突
变有可能导致 Aβ 总量或者 Aβ42 水平的升高[25]。过量的 Aβ，特别是 Aβ42 会
促使自身聚集成寡聚的 Aβ 和淀粉样斑。寡聚 Aβ 会作用于神经元突触，引起突
触功能受损，进而激活胶质细胞，产生大量补体和细胞因子，诱发神经炎症，
最终导致突触病变和神经细胞死亡。另一方面，寡聚 Aβ 水平的升高会破坏神
经元细胞内的盐离子平衡、造成氧化损伤。细胞内的钙离子水平升高会使一些
磷酸化酶活性升高，导致 Tau 蛋白的过度磷酸化而聚集成大量的 PHF[26,27]。Tau
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蛋白的过度磷酸化会破坏细胞内骨架网络，影响神经元的轴突运输，最后造成
突触功能受损，神经元细胞死亡。此外，Aβ 毒性还会促进 Tau 的神经纤维缠结。
MAPT 基因突变的转基因小鼠模型中，只有脊髓和中脑会出现神经纤维缠结，
但是和 APP 转基因小鼠杂交，会在其他区域出现神经纤维缠结[28,29]。 
 
图 1.2 Aβ 级联假说 
Fig.1.2 Amyloid cascade hypothesis 
注：引自 Hardy J, et al. Science 2002. 
 
1.2.2 神经元细胞骨架变质假说 
  在 Aβ 级联假说中，Tau 过度磷酸化是作为 Aβ 的下游事件起作用的[30]。也
有些人认为 Tau 的过度磷酸化在更多的神经退行性疾病中出现，而 Aβ 的产生
和积累可能是启动 Tau 病变的一条途径[31]。在病理状态下，过度磷酸化的 Tau
从两个方面起作用。一方面过度磷酸化的 Tau 蛋白不能与微管蛋白相结合，易
自我组装成 β 折叠结构的神经纤维。另一方面过度磷酸化的 Tau 蛋白可以将微
管相关蛋白 1（Microtuble assoicated protein tau 1，MAP1）和微管相关蛋白 2
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